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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　pH
Fig．2．　Effect　of　pH　on　the　activities　of　FB　P　aldolase　and　GAP　dehydrogenase．
Table　3．　Concentrations　of　adenine　nudθotides，　energy　charge，　and　NADH／NAD＋ratio　in　S．わovむ
OellS　grOWn　On　glUCOSe，　gaiaCtOSe，　Or　laCtOSe．1）
Glucose
pH7．0 pH45
Galactose
pH7。O
Lactose
pH7．0
ATP（mM）
ADP（mM）
AMP（mM）
Energy　charge
NADH／NAD＋
1．9a
O．96a
O，19b
O．78a
0．202a
1．5a
1．06a
O．48a
O．67a
0．131b
1．7a
O．81a
O，23b
O．77a
0．194a
1．8a
O．88a
O．21b
O．77a
O．175a
a・bMeans　within　columns　with　no　common　superscript　letters　differ（P＜0．05；n＝3）．
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ATP、　ADPおよびAMPの濃度は、遅滞期および静止期よりも対数増殖期の方が高く、
対数増殖期にはほとんど変動しなかった（データ省略）。対数増殖中の菌について、糖基
質の違いが菌体内アデニンヌクレオチドの濃度に及ぼす影響を調べたところ、使用した
3種の糖の間では大きな差は見られなかった（Table　3）。従って、エネルギ・・一一一一充足度に
は違いはなかったと考えられる。しかし、培養pHを4．5に低下させたところ、　ATP
濃度は減少し、AMP濃度は増加したため、エネルギー充足度は減少した。
NADH／NAD＋比はグルコース培養時に最も高くなり、ラクトース培養時には最も低
くなった（Table　3）。また、培養pHを7．0から4．5に下げたところ、　NADH／NAD＋
比は大きく低下した。また、アデニンヌクレオチドやピリジンヌクレオチド自体は
LDHおよびPFLを活性化または阻害しないので（デー一一タ省略）、　ATP濃度やNADH／
NAD＋比が直接LDHおよびPFLに作用し、　S．　bovisにおける発酵経路の切り替えに
影響することはないと思われる。
糖基質およびpHの違いが1dh－mRNAおよびpf1－mRNAの菌体内水準に及
ぼす影響
pH　7．0でグルコースを基質としてS．　boVisを培養したところ、　LDH活性（含量）は
ガラクトース培養時よりも23％高くなり、ラクトース培養時よりも190％高くなっ
た（Table　4）。グルコース培養時のPFL活性はガラクトース培養時のよりも17％活性
が低下し、ラクトース培養時よりも53％活性が低下した。pH　4．5で培養した時の
LDH活性は、　pH　7．0での培養時の2．2倍に増加した斌PFL活性は50％に減少した。
このように、LDHとPFLの間で相反的な関係が見られたことは以前の結果と一致する。
各培養時のldh－mRNAとpff－mRNAの量はそれぞれの酵素の活性と平行関係にあり
（Table　4）、第4章に述べたように、　S，　boVisにおけるホモ乳酸発酵から混合酸発酵へ
の移行が転写レベルで調節されることが確認された。糖基質を変えた場合とpHを変え
た場合のldh－mRNA量の増減と、菌体内FBP濃度の増減との間に相関関係が見られた。
しかし、FBP以外の解糖系の中間体、エネルギー一一充足度、およびNADH／NAD＋比は、
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糖基質を変えた場合とpHを変えた場合の両方において、1dh－mRNA量および
ρff－mRNA量の変動と相関関係があるわけではなかった。それ故、菌体内FBP濃度が
Idhの転写を促進している可能性が考えられる。また、1dh－mRNA量とpfkmRNA量
が相反的な関係にあることから、FBPがpflの転写を抑制している可能性も考えられる。
FBPは解糖系中間体の中でもプールサイズが大きいことと、リン酸化合物であること
から、特に1dhとpflの転写に関係する因子である可能性が高いと思われる。
Table　4．　Amounts　of　LDH，　PFL，　tdh－mRNA，　and∫pfl－mRNA　in　S．わovなcells　grown　on　glucose，
galactose，　and　lactose
Energy　source　pHLD I）　　PFL2）　ldh－mRNA3）pJfi－－mRNA3）
Glucose　　　7．O
GIucose　　　45
Galactose　　　7．O
Lactose　　　　　7，0
98b
215a
80c
51d
1．OOc
O．51d
1．36b
2．12a
LOOb
2．06a
O。84c
O．45d
1．ooc
O．42d
1．23b
2．38a
a・b・c・dMeans　within　columns　with　no　common　superscri　pt　letters　di　ffer（P＜0．05；n＝3）．
1）Amounts　are　expressed　as　activity　per　cell　mass
　，i．　e．，μmol　NADH　oxidized　min冒1（10μgcell－N）’1．
2）Relative　amounts　of　PFL　protein　per　cell　mass　estimated　by　Western　immunoblot　analysis．
3）Relative　amountS　of　Idh－mRNA　and　pfl－－mRNA　per　oell　mass　estimated　by　Northem　blot
　analysis．
1dh－mRNAおよびp　fl－　m　RNAの分解速度に及ぼす糖の種類に及ぼす影響
Idh－mRNAおよびpf卜mRNAの細胞内レベルが、合成と分解のどちらの段階で調節
されるかを確かめるために、mRNAの分解速度を測定した。　ldh－mRNAの量は、リファ
ンピシン添加後から時間の経過と共に指数関数的に減少した（Fig．3）。mRNAの分解
の初速度（最初の直線部分の勾配）は、基質の違いによる影響を受けなかった。また、
pfFmRNAについても同様な結果が得られた（データ省略）。これらの結果は、菌体内
1dh－mRNAおよびpf卜mRNAの量が、主にmRNAの合成の段階で調節されることを
示す。っまり、菌体内の1dh－mRNAとpfl－mRNAの量の違いはmRNAの合成量の違
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いを反映しており、菌体内のFBP濃度がldhおよびpflからのmRNA合成を制御して
いる可能性が考えられる。
?）?????????
125
100
75
50
25
　0
　　0　　　　　　　　5　　　　　　　10　　　　　　　15
　　　　　　　　　　Tlme（mln）
Fig．3．　Decay　of　ldh－mRNA　in　S．　bovis　cells　grown　on
　　　gl　ucose（■），　galactose（O），　or藍actose（▲）・
菌体内のGAPDH、AIDH、およびADHの含量
NADH／NAD＋比がLDHの合成を調節するという証拠は得られなかったが、　LDH以
外のNADH依存性酵素であるGAPDH、AIDH、およびADHについてもそうである
かどうかを調べた。しかし、これらの酵素の菌体内の量も、糖の種類およびpHの違い
による影響を受けなかった（Tab塾e　5）。即ち、これらの酵素も、　LDHと同様に、その合
成がNADH／NAD＋比によって調節されることはないと思われる。　L．　lactisでは、
NADH／NAD＋比が高い場合にはGAPDH活性は阻害され、　LDH活性は活性化される
といった相反的な関係が報告されているが（66）、S．　boVisではNADH／NAD＋比が
LDHやGAPDHの活性に影響を及ぼさないだけではなく、これらの酵素の合成に対し
ても影響はしないと考えられる。おそらく、GAPDH、AIDH、およびADHはLDH
とは異なる転写制御を受けるであろう。
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Table　5．　AmountS　of　GAPDH，　AIDH，　and　ADH　in　S．　bovtS　cells　grown　on　glucose，　galactose，　or
lactosei）
Energy
source
pH GAPDH　1）AIDH ADH
Glucose
Gluoose
Galactose
Latose
????1．ga
2．oa
1．8a
l．8a
1．7a
1．6a
1．6a
1．8a
1．3a
1．2a
l．1a
O．ga
a　Means　within　columns　with　no　common　superscript　letters　di　ffer（P＜0．05；n＝3）．
1）Amounts　are　expressed　as　activity　Per　cell　mass，
　i，e．，μmol　change　in　NADH　min－1（10μgcelレN）－1．
これらの結果をまとめると、ldhおよびpflの発現は、エネルギーや電子の需給と直
接的には関係がなく、むしろ、解糖系中間体のFBPの影響が大きいと考えられる。
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第2節．FBPアルドラーゼの過剰発現がldh遺伝rとpfl遺伝子の転写に及
ぼす影響
第1節の結果から、ldh遺伝子およびpf1遺伝子の転写が菌体内FBP濃度の影響を受
ける可能性があると推測された。このことを検証するために、S．　bovisにE．　colt’由来
のFBPアルドラーゼを過剰発現させ、菌体内FBP濃度を低下させた場合にIdh遺伝子
およびpfi遺伝子の転写がどのような影響を受けるかを調べた。
　　　　　　　　　　　　　　　［材料および方法］
供試菌、供試プラスミドおよび培養方法
JB1株は形質転換効率が低く、プラスミド導入が困難であったので、当研究室で単離・
同定したS．bovis　TH　I株を供試した。培養方法および使用した培地の組成は、第1章
に述べた通りである。基質として、グルコースまたはラクトース（3g／Dを用いた。　S，
bovis　JB1株由来のプラスミド、　pSBE11をTH1株への遺伝子導入に使用した（88）。
TH1株にpSBE11を導入した菌株をS．　bovis　THl　pとし、プラスミド自体の導入が増
殖や代謝に影響するか否かを調べた。E．　coli由来のFBPアルドラーゼ遺伝子を
pSBE11に連結して導入し、　TH1株に導入した株をS．　bovis　THI　aldとした。また、
異種遺伝子の導入が菌の増殖や代謝に影響するか否かを調べるために、E．　cok’由来のピ
ルビン酸キナーゼ（Pyruvate　kinase　I：PYK）遺伝子（pyk）をpSBE11に連結して導入
した株をS．bovfs　TH　I　pykとした。この株は、　pyk遺伝子を過剰発現させた場合の影
響を反映すると思われる。
S．bovisの過剰発現菌株の作成
組換え体DNAの作成における全ての操作は、標準的方法に従った（36）。　E．　cok’の
FBPアルドラーゼ遺伝子（GenBank　accession　number，　AEOOO376）およびPYK遺伝
嶽accession　number，　M24636）を、　E．　cofiの染色体DNAを鋳型にしてPCRにより
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増幅した。用いたプライマーを以下に記す。プライマーale　1
（51コ…へGA㎜GAT－3’）de　2（S’一”ITGAGATAAGCAGAAA．GG－3’）およ
びプライマー　pye　1（5’－ATGAAAAAGAC　CAAAArlYI’－3’）と　pye　2
（5’－TTAGTAGTGCCGCTC　GGTA－3’）。プラスミドpSBE11上のエリスロマイシン耐
性遺伝子のプロモーター配列をPCRで増幅し（プライマーems1とems2：
5’－TTCGTGTTCGTGCTGACT－3’と5LGTAATCACTCCTTCTTAA－3’）、読み枠が合
うように上記の各遺伝子をプロモーター配列の下流に結合した。この遺伝子を、Sma　I
で処理したpSBE11に組み込んだ。　S．　bovゴsへの形質転換は、嫌気グローブボックス内
で下記の通りに行った。対数増殖中の菌を遠沈し、10％グリセロールを含む10mMト
リスーHCI緩衝液で洗浄し、再懸濁した。エレクトロポレーションにはジーンパルサー
（Type　II，　Bio－Rad）を用い、12．5kV／cm、129Ωで行った。37℃で1hインキュベー
トした後、10μg／mlのエリスロマイシンを含むグルコース寒天（1．8％）培地に菌を接
種し、37℃で36時間培養した。コロニーから菌を採取し、エリスロマイシンを同濃度
で含むグルコース培地で培養し、染色体DNAを抽出した（第2章）。染色体DNAを鋳
型とし、M13プライマーでPCR反応を行った。増幅した遺伝子産物をシークエンス解
析し、各遺伝子が挿入されていることを確認した。
発酵産物、菌体内物質の濃度、および酵素活性の測定、ノーザンプロット解析および
データの検定は第1節と同じ方法で行った。
　　　　　　　　　　　　　　　　［結果と考察］
S．bovis　THI　ald株におけるFBPアルドラーゼ活性
S．bovisのTHI　ald株およびTHI　p株をグルコース培地で培養し、　FBPアルドラー
ゼ活性を測定したところ、THI　aldにおける活性（酵素含量）はTHI　pの活性よりも
6．3倍高かった（Table　1）。THI　ald株は、導入したFBPアルドラーゼを過剰発現した
ために、その含量が増加したと考えられる。
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Table　l．　FB　P　aldolase　activity　in　transformed∫．　bovis　strains．
Strain 　　　　　　　　＊FB　P　aldol ase　activity
S．bovis　THI　p
S．bovis　THIα耐
16．8±1，2b
95．2±6．9a
　＊　μmoi　NADH　oxidized　min－1（10μgcellular　nitrogen）－1．
Values　are　presented　as　means±SE（n＝3）．
a・b　Means　wlthin　columns　with　no　common　superscript　letters　differ　s　ignificantly（P＜0．05，　n・
3）．
エネルギー基質の違いがS．bovis　THI　ald株における増殖速度と発酵産物に
及ぼす影響
グルコースを基質としてTH1株を培養したところ、　JB1株よりも増殖がわずかに遅
かった（データ省略）。THI　ald株をグルコース存在下で培養したところ、増殖速度は
TH1株よりも明らかに低かった（Fig．1）。しかし、ラクトースで培養した場合には、
THI　ald株の増殖速度は親株の増殖速度とほとんど差がなかった。
??????
15@（A）
1
O．5
0
　0　　　　　　　25　　　　　　　ご）　　　　　　　75　　　　　　　10　0　　　　　　　2．5　　　　　　　5　　　　　　　7，5　　　　　　　10
　　　　　　　　Time（h）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Time（h）
Fig．1．　Growth　of∫．　bovis　M1，　Mlald，　THIp，　and　THl、pyk　on　glucose（A）or
iactose（B）：TH1（○），　THIα如（●），　TH1、ρ（□），　or　TH1　pyk（圏）．
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THI　P株およびTHI　pyk株の、グルコースでの培養時の増殖速度は親株よりもやや遅
い程度であり、THI　ald株よりも速かったが、ラクトースでの培養時の増殖速度は
THl　ald株とほとんど同じであった（Fig．1）。グルコースで培養した時にTHl　ald株の
増殖速度が遅かった理由は、過剰のFBPアルドラーゼの合成のために余計なエネルギー一　一一’
が消費されたことが考えられる。更に、FBPアルドラーゼの過剰発現のためにFBPが
減少し、LDH量が減少した（後述）結果として、発酵速度が遅くなり増殖速度が低下し
たことも考えられる。
グルコースまたはラクトースを基質とした場合、THI　ald株および親株の発酵産物は
前節で述べたJB1株の場合とほとんど同じであった（Table　2）。これは、　FBPアルドラー
ゼ活性が高くなっても、恐らく、増殖速度の低下の影響が大きかったからであろう。
Table　2．　Fermentation　prOductS　from　glucose　and　lactose　jn　S．わovis　THland　THlald
Energy　source　StrainFermentation　prOducts（mM）
Lactate　Formate　Aoetate　Ethanol
Glucose
Lactose
SEM
THI　　　　29．4a
THlald　　28．4a
THIp　　　27．4a
THIpyk　　29．9a
TH1　　　22．2b
THlald　　20．9b
THIp　　　235b
TH1」ρyk　　21．2b
　　　　　O．40
2．8b
3．Ob
3．2b
3．1b
95a
lO．1a
9．6a
9．8a
O．16
15b
l．4b
l．4b
l．7b
4．5a
5．2a
4．la
4．9a
O．20
1．3b
1．5b
1．8b
15b
4．9a
5．2a
5．Oa
5．3a
O．16
a・　b・　c　Means　within　a　column　with　no　common　superscript　letters　differ（P＜0．05；n＝3）．
S．bovis　THI　ald株における解糖系の中間体、アデニンヌクレオチド、ピリ
ジンヌクレオチドの菌体内濃度
グルコースで培養した時の、TH1株における菌体内の解糖系中間体濃度は前節で述
べたJB1株の場合とほとんど同じであった（Table　3）。THl　pおよびTH1　pyk株の菌
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体内の解糖系中間体の濃度も、親株とほぼ同じであった（Table　3）。プラスミドや異種
遺伝子の導入、あるいはその過剰発現は、菌体内の解糖系中間体の濃度には影響しなかっ
たと考えられる。また、PYKはS．　bovdsの菌体内には常に十分量存在しているため、
発酵産物および解糖系中間体の濃度には影響しなかったと考えられる。PNKの場合は、
外部からpykを導入してもFBPアルドラーゼの場合ほど合成量が多くなかったために、
増殖が低ドしなかったと思われる。しかし、グルコースで培養したTHl　ald株の菌体
内FBP濃度は、親株の濃度の20％に減少した。
逆に、THI　ald株のDHAPとGAPの濃度は、　THI　p株よりも高かった。その理由に
っいては、FBPアルドラーゼ活性が増加したためにFBPの分解速度が増加したにも拘
らず、GAPDH活性は変化しなかったので、　DHAPとGAP濃度が増加したものと考え
られる。しかし、GAPから下流の代謝産物には、糖の種類による大きな違いは見られ
なかった。GAPからド流の解糖系中間体の分解に関与する酵素の量は、基質量に対し
て十分作用し得る程度に存在していたと考えられる。また、FBP濃度は低下したにも
拘らず、LDHを活性化するのに十分な量（1．5　mM以ヒ）（2）存在していたのに対し、
DHAPとGAPの濃度はPFLを阻害するのに十分な量（それぞれ0．3　mMと0．ユmM以
上）に増加したので（第3章・第1節）、LDH活性が活性化されPFL活性が阻害された
結果として、グルコースでの培養時にTH　l　ald株の発酵産物はほとんどが乳酸であっ
たと考えられる。
THI　ald株をラクトースで培養した場合には、解糖系中間体の濃度は、親株と違いが
なかった（Table　3）。S，　bovisでは、ラクトースの二糖のうち一方はFBPを経由し、も
う一方はタガトースー1，6一ビスリン酸（Tagatose－1，6－bisphosphate；TBP）を経由する
ことから（第1節，Fig．1）、ラクトースでの培養時のFBP濃度はグルコv・一一一一ス培養時より
も低くなると考えられる（85，87）。また、ラクトースでの培養時には増殖速度も低下し
たことから、代謝速度も遅くなると考えられる。このため、ラクトースでの培養時には
FBPの濃度およびその流入速度に対して、十分量のFBPアルドラーゼが存在しており、
FBPアルドラーゼの過剰発現の影響が表れなかったのであろう。
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Table　3．　Concentrations　of　glycolytic　intermediates　in　S．　bovis　TH　1，　TH　lald，　TH　lp　and　TH　lpy々
CellS　grOWn　On　glUCOSe　Or　lactOSe．
Glycolytic
intermediate　1）
Concentration（mM） SEM
Glucose Lactose
THI　THlald　THIp　THIpyk　THI　THlald　THIp　THIpyk
Glucose－6－P
Fructose－6－P
FBP
DHAP
GAP
3PG
2PG
PEP
Pyruvate
3．1a　　2．6a　　3．Oa　　2．9a
O．18a　O．25a　O．18a　O．18a
13．8a　　2．8b　12．5a　13．Oa
　L6b　　3．Oa　　2．1b　　2．2b
O．65b　O，97a　O．64b　O，61b
35a　　2，2b　　3．8a　　2．9a
O．44a　O．48a　O．42a　O．39a
O．62a　O．59a　O．61a　O．60a
2。3a　　2．la　　2．Oa　　2．4a
0．91b　o．8gb
O．12a　o．10a
2 1b　　1，6b
1。4b　　1．6b
O．12c　O．18c
O．78c　O．82c
O．30b　　o．31b
O．28b　o．30b
2．2a　　2．oa
0．98b　o，94b
O．22a　o，18a
2。lb　　1．gb
1．2b　　l．lb
O．15c　O．16c
O．88c　O．76c
O．34b　o．32b
O．2gb　o．31b
2．oa　　2．　la
0．15
0．01
1．77
0．10
0．02
0．25
0．03
0．03
0．17
a・b・　c　Means　within　a　row　with　no　common　superscript　letters　differ（P＜0．05；n＝3）．
1）3PG，3－phosphoglycerate；2PG，2－phosphogl　ycerate；PEP，　phosphoenolpyruvate．
Table　4．　Concentra廿ons　of　adenine　nuclθotides，　energy　charge，　and　NADHINAD＋ratio　in　5「．わov’∫
TH　l，　THIald，THIp，　and　THIpyk　cells　grown　on　glucose　or　lactose．1）
Gluoose Lactose
THI　THlald　THIp　THIpyk　THI　TH1αld　THIp　THIpyk
ATP（mM）
ADP（mM）
AMP（mM）
Energy　charge
NADH／NAD＋
2．la　　1．6b　　2，2a　　2．1a
O．98a　O．72c　O．89a　O．92a
O．20a　O．18a　O．22a　O．21a
O．79a　O．79a　O．80a　O．79a
O．202aO．186aO．212aO．190a
2．2a　　2．3a　　2．3a　　2．la
O．81b　O．88b　O．79b　O．82b
O．22a　O．23a　O．22a　O．23a
81aO．81aO．81aO．80a
O．214aO，188aO．204aO．201a
a・　b・　cMeans　within　a　column　with　no　common　superscript　letters　differ（P＜0．05；n＝3），
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グルコースまたはラクトースで培養した場合、親株の菌体内アデニンヌクレオチド濃
度はJB1株とほとんど同じであった（Table　4）。THl　ald株では、グルコース培養時に
ATP、ADP、およびAMPの濃度が低下する傾向が見られた。しかし、これら全てが
減少したので、エネルギー充足度には差が見られなかった。NADH／NAD＋比は、各菌
株間での有意な差は見られなかったので、FBPアルドラーゼの過剰発現は、
NADH／NAD＋比には大きな影響を及ぼさないと思われる。
S．bovis　THI　ald株におけるldhおよびpflの転写
グルコースでの培養時およびラクトースでの培養時のTH1株のLDH含量および
PFL含量は、　JB1株とほとんど同じであり、菌株による違いは見られなかった（Table
5）。THI　pおよびTH1　pykのLDH含量およびPFL含量は、　TH　1株とほぼ同じであ
り（Table　5）、プラスミドpSBE　11の導入は、これらの遺伝子の転写と発現に対して影
響しなかったと考えられる。また、PYKの過剰発現は解糖系中間体の濃度に影響しな
かったので、LDHやPFLの発現にも影響しなかったと考えられる。　THI　ald株では、
グルコースでの培養時のLDH含量およびldh－mRNA量は親株よりも少なかったが、
PFL含量およびpfl－mRNA量には違いが見られなかった（Fig．2，Table　5）。上述した
ように、グルコースでの培養時にTHI　ald株の増殖速度が低下したのは、　LDH活性が
低下したにも拘わらず、PFL活性が増加しなかったためと考えられる。また、ラクトー
スでの培養時には、THI　ald株と親株でLDH含量およびPFL含量に大きな違いは見
られなかった。THI　ald株をグルコースで培養した時にFBP濃度が大きく低下したこ
とから（Table　3）、S．　bovisの菌体内FBP濃度がldh遺伝子の転写に影響を及ぼす可能
性がある。また、pfFmRNA量には違いがみられなかったので、　pfl遺伝子の転写は
FBP以外の物質によって制御されていると推測される。
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A．
　　　ldh－mRNA
Glucose　　　　Lactose
B．
　　　　　　pfl－mRNA
　GIucose　　　　Lactose
THl　THI　　THl　THl
　　　　ald　　　　　　　ald
????，??「??（??????
THl　THl
　　　　ald
THl　THl
　　　　ald
鱒灘繊
’－ f・薮’諺・’
Fig．2．　Levels　of　ldh－mRNA（A）and”－mRNA（B）in　S．　bovis　TH　I
and　THl　ald　grown　on　glucose　or　lactose．
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Table　5．　AmountS　of　LDH，　PFL，　ldh－mRNA，　and酬一mRNA　in　51．　bovts　TH　l　and　TH　1αld　cells
groWn　On　glUCOSe　Or　laCtOSe．
Energy　substrate　StrainLDHI）　　PFL2）　ldh－mRNA3）pfl－－mRNA3）
Glucose
Lactose
THl
THIald
THlp
THIpyk
THl
THlald
THIp
THIpyk
101a
33c
lO2a
96a
48b
31c
45b
46b
1．00b
O．72b
l．05b
O．96b
436a
4．12a
4．2ga
4．32a
1．ooa
O．36c
O、94a
l．06a
O．52b
O．30c
O51b
O．48b
1．00b
O．92b
O．96b
1．05b
4．43a
4．08a
4．13a
4．35a
a・b・　c・dMeans　within　a　column　with　no　common　superscript　letters　differ（P＜0．05；n＝3）．
1）AmountS　are　expressed　as　activity　Per　cell　mass
　，ま．e，，μmol　NADH　oxidized　min’i（10μgcell－N）－1，
2）Relative　amountS　of　PFL　protein　per　cell－N　mass，　as　estimated　by　Western　immunoblot
　ana垂ysis、
3）Rela口ve　amounts　of　ldh－mRNA　and　pft－－mRNA　per　cel1－N　mass，　as　estimated　by　Northem
　blot　analysis’
DNAの塩基組成において、　G＋Cの割合が低いグラム陽性菌、例えば、　BaciUus
subtilusやLactococcus　lactisでは、　FBPによる遺伝子発現の調節機構が報告されて
いる（89，90）。この機構は、FBPがカタボライト制御タンパク質A（Catabolite
control　protein　A；CcpA）とHPrタンパク（Heat　stable　protein；HPr）の複合体形成
を促進し、この複合体がmRNAの合成を促進するというものである。　B．　s　ubtilisでは、
α一アセトラクテート合成酵素（α一acetolactate　synthase）とアセトキナーゼ（aceto
kina9．　e）の転写が、　FBPによる制御を受けたCcpA－HPr複合体によって調節されると
報告されている（89）。また、L．　lactisでは、　FBP依存性の転写調節機構によって
LDHとPYKの転写が調節されると報告されている（90）。S．　boVisにおいても、　CcpA
とHPrをコードする遺伝子（ccρAとpts　H）が存在していたことから（未発表）、　ldhの
転写調節がこのようなFBP依存性の転写調節機構によって制御されている可能性があ
る。この点については検討中である。
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要約
第1章．ルーメンバクテリアの低pH耐性と乳酸生成能の関係
　ルーメンバクテリアは、種類によって低pH耐性が異なり、特にセルロース分解菌は
低pHに弱いが、その理由の一端を推察する目的で、　Streptococcus　boVis、
．9eIenomonas　ruminan　tium、B椛y而bがo茄佑01veηs、およびRα㎜hococcus
albusを供試し、低pH耐性と乳酸生成能との関係を調べた。概して、低pHに対する
耐性が高い菌は乳酸の生成割合が高く、また低pHで乳酸生成を増大させた。菌体内の
乳酸脱水素酵素（LDH）量と乳酸の生成割合との間には、大体の平行関係があったが、
S．nlmin　an　tiumはLDH含量に比して乳酸の生成割合が高かった。これは、特にこの
菌のLDHは基質親和性が高いためと考えられた。また、低pH耐性を持つ菌ほど、低
pHでの培養によりLDH含量を大きく増大させた。さらに、低pH耐性菌のLDHの方
が、低pHで高い活性を持つことが示された。このように、乳酸生成は菌体内のLDH
量とその性質によって大きく左右され、低pHでの増殖能と関連することが示された。
セルロース分解菌、Ra！busが低pHで増殖できないことの一因として、次の理由が考
えられる。すなわち、この菌のLDHは基質親和性が低く、しかも細胞内の含量が低い。
さらに、低pH時にLDH合成を増大させることもできず、また、細胞内pHの低下に
よりLDH活性も大きく低下するため、この菌は乳酸生成の経路に切り替えることによっ
て発酵を継続することができない。
第2章．Streptococcus　bovisにおける乳酸脱水素酵素合成の調節
Streptococαu　s　bovisの3菌株から乳酸脱水素酵素（LDH）を精製し、またその遺伝
子（ldh）をクローニングし、塩基配列を決定した。山羊から分離した菌株（TH　1）の1（1h
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は牛から分離した2菌種の1dhとは数箇所が異なっていたが、そのアミノ酸配列は一箇
所が異なるだけであった。即ち、TH1株のLDHでは220番目のアミノ酸がGlrlであっ
たが、牛から分離した2菌株（TH2とJB1）ではAspであった。ノーザンプロット解析
により、S．　bovisの1dh－mRNAは約1．O　kbpであり、モノシストロン性の転写様式で
あることが示された。バッチ法でpHを6．9に維持して培養した場合には、1dh－mRNA
量は増殖速度が最大となる対数増殖期に最も多くなり、増殖速度が低下するにつれて減
少した。また、pHを4．5に維持して培養した菌の方が、6．9に維持して培養した菌よ
りもldh－mRNA量が多かった。1dh－mRNA量は、発酵産物中の乳酸量の割合および
菌体当りのLDH含量に相関することが示された。これらの結果は、　S，　boVisが菌体内
pHの変化に応じて転写レベルでLDH合成を調節していることを示唆する。
第3章．Streptococcus　bovisのピルビン酸ギ酸開裂酵素の特性
　Streptococcus　boVisから分離したピルビン酸ギ酸開裂酵素（PFL）とPFL活性化酵
素（PFL－AE）、Els　cherichia　coliから分離したフラボドキシン、およびホウレン草から
抽出したクロロプラストを用いて、E．　coliのPFL活性測定法によって、　PFLの活性を
測定した。この活性化システムでS．bovisのPFLが活性化されたことから、　S，　bovゴs
のPFLとPFL－AEはE．　coliの酵素と類似しており、活性化の機構も同様であると考
えられた。S、　bovisの乳酸脱水素酵素（LDH）の至適pHが5．5であったのに対し、
PFLの至適pHは7．5であった。ピルビン酸に対するS．　bovisのPFLの見かけのKm
値は2mMであった。解糖系の中間体であるジヒドロキシアセトンリン酸（DHAP）と
D一グリセルアルデヒドー3一リン酸（GAP）はPFL活性を阻害することが明らかになった。
S．bovisにおけるDHAPおよびGAPの菌体内の濃度はエネルギー供給状態に応じて変
動し、それぞれ1．9mM～0．1mM以下、および0．6mM～0．05　mM以下の値であった。
加胃voでは、　DHAPおよびGAP濃度が幅広く変動することにより、　PFL活性がアロ
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ステリックに調節されると考えられる。
　S，bc）visのPFL遺伝子（pfDを解析したところ、　PFLの推定アミノ酸配列は
Streptococcu　s　mu　tan　sのPFLと類似しており、フリーラジカルの形成と触媒部位に
必要な保存領域が含まれていた。02感受性、およびE．　cok’のPFLとのアミノ酸配列
の相同性から、S．　bovisのPFLはE．　coliのPFLと同様に、フリーラジカルを形成す
る酵素と思われる。S．わovisのpfl－mRNAは約2．3　kbpであり、単シストロン性に転
写されることが示された。S．　bαゴsをpH　6．9でバッチ法で培養したところ、増殖が対
数増殖期から静止期に変化するにつれてpflの転写量は増加した。この結果は、
1dh－mRNA量が増殖の後期に減少したという前章の結果とは相反的であった。
第4章．Streptococcus　bovisの乳酸脱水素酵素とピルビン酸ギ酸開裂
酵素の合成の調節
　Streptococcus　boVisのピルビン酸ギ酸開裂酵素（PFL）に対するポリクローナル抗体
を作成し、ウエスタンブロット解析を行った。SDS－PAGEを好気条件下で行ったとこ
ろ、培養条件に関わらず2本のバンドが得られた。2本のバンドは完全長のPFL（87
kDa）と02によって不可逆的に切断された断片（83　kDa）であった。グルコース制限ま
たはアンモニア制限条件下での連続培養を行い、S．　bovisの乳酸脱水素酵素（LDH）と
PFLの合成に及ぼす培養条件の影響について調べた。　pH　6．9で培養したところ、
pfl－mRNA量は増殖速度の増加と共に減少し、グルコース供給量の増加によっても減少
した。これとは逆に、1dh－mRNA量は増殖速度の増加と共に増加し、グルコース供給
量の増加によっても増加した。培養時のpHを6．9から4．5に変えたところ、菌体内の
pfFmRNA量は減少し、1dh－mRNA量は増加した。　pfFmRNA量の変動、　PFLタンパ
ク量の変動およびギ酸生成量の変動の間には大体の平行関係が見られ、また、
1dh－mRNA量、　LDH量、および乳酸生成量の変動の問にも大体の平行関係が見られた。
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以hの結果から、S．　bovisは増殖条件に応じて転写レベルでPFLとLDHの合成を調節
すると考えられる。
第5章．Stre．ptococcus　bOvisの発酵に及ぼす解糖系中間体、アデニン
ヌクレオチド、およびピリジンヌクレオチドの影響
　Streptococcus　boVisにおける乳酸脱水素酵素（LDH）とピルビン酸ギ酸開裂酵素
（PFL）の調節に及ぼす解糖系中間体、アデニンヌクレオチド、およびピリジンヌクレオ
チドの影響を調べた。グルコース、ガラクトース、およびラクトースを基質としてS．
わoVisを培養したところ、ラクトースで培養した時には、グルコースおよびガラクトー
スで培養した時よりも菌体内のFBP濃度が大きく低下した。また、菌体内のアデニン
ヌクレオチド濃度およびNAD　H／NAD＋比には、培養時の糖の種類による違いは見られ
なかった。ラクトースでの培養時のLDH量および1dh－mRNA量は、グルコースおよ
びガラクトースでの培養時よりも少なかったが、PFL量およびpfl－mRNA量はラクトー
スでの培養時の方が多かった。グルコースを基質としてpH　6．9または4．5で培養した
ところ、FBP一アルドラーゼとトリオースフォスフェートイソメラーゼ活性は低pHで
は大きく減少したことから、pH　4．5での培養時の方が菌体内のFBP濃度が高くなった。
菌体内のアデニンヌクレオチドおよびNADH／NAD＋比は、　pHの影響をほとんど受け
なかったが、pHの低下によりLDH量およびldh－mRNA量は増加し、　PFL量および
pfl－mRNA量は減少した。また、　FBP濃度の増減と1dh－mRNA量の増減の間には、相
関関係が見られた。
　Es　ch　erich　ia　coliのFBPアルドラーゼ遺伝子を導入し、過剰発現させたS，　boVis
THI　ald株を作成した。　THI　ald株をグルコースで培養したところ、親株であるTH1
株に比べて、菌体内FBP濃度が低下し、　LDH量およびldh－mRNA量も減少した．し
かし、PFL量およびpfl－mRNA量はTHI　ald株とTH1株で差がなかった。以上の結
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果から、S．　bovisのldh－mRNAの転写は菌体内のFBP濃度の影響を受ける可能性があ
る。LDHとPFLは異なる転写制御を受けるものと思われる。
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総括
　反舞動物におけるメタン生成の抑制の問題は、資源の有効利用という観点から、繊維
利用との関連を考える必要がある。主要繊維分解菌はすべてメタン生成の基質となる
H2と（または）ギ酸を生成し、メタン菌がこれらを消費してくれないと繊維の消化が悪
くなると考えられるからである。従って、繊維分解菌などの微生物の発酵機能を低下さ
せずにメタン生成を減少させるためには、直接メタン菌を抑制するのではなく、H2や
ギ酸の生成を抑制する必要がある。そこで、第1部では、H2とギ酸の生成と消費の制
御によるメタン生成の抑制法について検討した。
　先ず、ルーメン内におけるギ酸の消長について調べたところ、H2と同様に、ルv－一メ
ン内ではギ酸の生成よりも消費の能力の方が高く、ギ酸の殆どがメタンに代謝されたこ
とから、ギ酸の抑制も重要であると考えられた。ルーメンにおける主要なギ酸生成経路
はピルビン酸ギ酸開裂酵素（PFL）反応であることが判明したので、本酵素を制御するこ
とにより、ルーメン内のギ酸生成を抑制することができると考えられる。また、グリオ
キシル酸回路に関連した有機酸からもギ酸が生成されることが明らかとなり、特にシュ
ウ酸は植物体に多く含まれているので、シュウ酸からのギ酸生成を抑制すればメタンの
減少につながると考えられた。
　別のメタン生成の抑制法として、フマル酸からコハク酸への還元反応にH2やギ酸を
消費させることが考えられる。ルーメン微生物混合系にフマル酸を添加したところ、メ
タン生成が減少しただけでなく、プロピオン酸の生成が増加した。Fibrobacter
succin　oge　nes、　Selenomonas　ruminan亡iし1M　subsPP．　rum加an亡ium、　SeIenomonas
rumin　an　tium　subspP．　lactilYtica、VethoneUa　parvulaおよびWoUinella
Stlccin‘）genesはフマル酸を最終電子受容体として1・12を酸化したが、これらの菌のH2
に対する親和性はメタン菌の方が高かったので、菌数が等しい場合には、メタン菌と競
合するのは不利である。しかし、Es　u　ccin　ogenes、　V．　parvulaおよびW「．
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succin　ogenesにおけるギ酸に対する親和性はメタン菌よりも高かったので、これらの
フマル酸利用菌の方が有利にギ酸を利用できると考えられた。Rurriin　ococcus　albus、
Prev・otella　rumin　ocola、およびAnaerα4わ〃o伽oMfα…1はH2やギ酸を酸化しないが
フマル酸を消費した。これらの菌は、H2を電子受容体として利用できる菌よりもフマ
ル酸還元酵素の含量が少なく、フマル酸に対する親和性も低かった。H2を利用できる
菌の方が、ルーメン内のフマル酸還元においてH2を利用できない菌よりも有利にフマ
ル酸を利用できると考えられた。以上の結果から、反劉動物の飼料にフマル酸を添加す
れば、ルーメン内のメタン生成が減少し、プロピオン酸の生成が増加すると考えられた。
　フマル酸を外部から供給しないで、ルーメン内のフマル酸還元反応を増加させる方法
として、ルーメン内のフマル酸生成を増加させることが考えられる。このため、ルーメ
ン内の主要プロピオン酸生成菌であるS．　lactilyti（aを用いて、フマル酸生成経路への発
酵経路の切り替えの調節機構について調べた。S．　lactilyti（raの発酵経路において、ホス
ホエノールピルビン酸（PEP）はPEPカルボキシキナーゼ（PCK）によりオキサロ酢酸
（OAA）となり、プロピオン酸生成に用いられるか、またはピルビン酸キナーゼ（PYK）
によってピルビン酸に転換される。このため、本菌のプロピオン酸生成はPCKとPYK
の両方の活性により影響されると考えられる。PYKは構成酵素であり、フルクトース
ー1，6一ビスリン酸（FBP）とPEPによって活性化されるが、リン酸はPYKを阻害するの
で、菌体内のPYK活性はFBP濃度に依存すると考えられた。一方、　PCKは、エネル
ギー供給に応じて転写レベルで合成が調節される誘導酵素であることが判明した。
PCK遺伝子の転写調節機構を更に解明し、その調節機構を制御することにより、　S，
lacttiyticaのプロピオン酸生成を増強させれば、メタン生成を抑制することができるで
あろう。
　メタン生成を減少させるための電子受容反応系として硝酸からアンモニアに至る硝酸
還元反応系も重要である。この反応には、電子供与体として乳酸が効果的に働くので、
ルーメン内の乳酸生成を増強する必要がある。しかし、ルーメン内での過度の乳酸の蓄
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積はルーメンアシドーシスをもたらすため、適度に乳酸を生成させることが極めて重要
となると思われる。ルーメン内の主要乳酸生成菌である、Streptococcus　boL’isは、ルー
メンアシドーシスの進行に大きく関与すると考えられるので、本菌の乳酸生成の制御は
特に重要であると考えられる。S．　boVisの発酵において、発酵産物中の乳酸生成の割合
は解糖経路の分岐点であるピルビン酸が乳酸脱水素酵素（LDH）により乳酸に転換され
る方向に流れるか、またはPFLによりアセチルーCoAとギ酸に転換される方向に流れ
るか、という2方向への代謝の流れの振り分けによって決まる。そこで、第2部では、
S．bovisのLDHとPFLの性質と合成の調節にっいて調べ、本菌の発酵経路の調節につ
いて検討した。
　乳酸生成を担うLDHの合成は低pHで増大し、低pH耐性の問題とも関係すること
から、この経路の切り替えは重要な問題である。また、PFLはルーメン内におけるギ
酸の主要生成経路なので、その制御は重要と考えられる。S．　boVisのPFLは、　E．　coli
のPFLと同様に、酵素自体がラジカルであり、翻訳後に電子を受容してラジカルとな
ると考えられた。つまり、本酵素の制御には、PFLの合成の調節以外に、　PFLへの電
子の付与（酵素の活性化）の調節について考えることも必要と思われた。
　S．bovisは、エネルギー需給が十分な時、または増殖速度が速い時は、ギ酸、酢酸、
およびエタノールを生成する経路から乳酸を生成する経路に切り替える。この理由とし
ては、以下のことが考えられる。①LDHは解糖系の中間代謝物であるFBPによりア
ロステリックに活性化され、PFLは解糖系の中間代謝物であるジヒドロキシアセトン
リン酸（DI－IAP）と｝グリセルアルデヒドー3一リン酸（GAP）により阻害される。エネル
ギー需給が十分な時、および増殖速度が速い時にはFBP、DHAP、およびGAPの菌
体内濃度が増加するので、LDHは活性化され、　PFLは阻害される．②LDHとPFL
は転写レベルでその合成が制御されており、エネルギー需給が十分な時、および増殖速
度が速い時には1dh－mRNAの合成が増加し、　pf｝－mRNAの合成が減少するので、この
ような条件FではLDH含量が増加し、　PFL含量が減少する。以上の結果として、乳酸
生成が増加し、ギ酸生成が減少すると考えられる。また、S．　boVisは培地pHを7．0か
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ら4．5に変えた場合にも、ギ酸、酢酸、およびエタノールを生成する経路から乳酸を生
成する経路に切り替える。これは、①LDHの至適pHが5．5であり、　PFLの至適pl　I
が7．0であること、②ldh－mRNAの合成が増加し、　pfl－mRNAの合成が減少すること
で説明できる。即ち、S．　bovisの発酵は、　LDHとPFLの両酵素のアロステリック調節
と酵素合成の調節の2つの段階での相反的な調節を受ける。このため、これらの酵素の
転写調節機構を解明し、それを基に酵素合成の制御法を工夫することにより本菌の乳酸
生成を制御することができると思われる。1dh－mRNAの合成は、菌体内FBP濃度と相
関したことから、この遺伝子の転写制御はカタボライト制御タンパク質A（CcpA）と関
係する可能性がある。S．　bovisにおけるCcpAによる転写調節機構の解明は、今後の課
題である。
　以上の結果から、微生物の制御によるルーメン発酵の改善を行うための着眼点を示唆
することができたと考えられる。将来の大きな発展のためには、遺伝子発現の制御によ
り微生物の機能を変えることが必要と考えられる。その場合、ある菌に全く別の外来遺
伝子を導入するのではなく、菌の代謝調節の仕方を少し変えるように助長あるいは抑制
することが必要であろう。菌に大きな負担を与えるようでは、ルーメンという厳しい競
争社会では生き残れない可能性があるし、また、菌自身の生存にとって不可欠でない遺
伝子は排除され易いからである。このような観点から、今後はプロピオン酸生成経路の
調節および乳酸生成の調節機構を更に解明していく必要があると思われる。また、フマ
ル酸還元菌がルーメン内で十分に機能を発揮できるような条件を考えることにより、そ
の菌の数を増やすような改善方法も必要であろう。また、ルーメンにおける多くの微生
物の相互関係を考慮し、様々な改善効果を組み合わせることにより、更に大きな効果が
得られるように制御する必要がある。
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ルーメン微生物の発酵調節機構の解明と
ルーメン機能の制御、特にメタン生成の抑制
農学研究科　浅沼　成人
　　　　　　　　　　　　　　　　　く論文要旨〉
　ルーメンにおけるメタン生成の低減化、および繊維消化と発酵効率の改善は、反鋼家
畜による生産において極めて重要であり、食糧生産と環境問題の点から社会的貢献度は
大きいと思われる。反鋼動物におけるメタン生成の抑制の問題は、資源の有効利用とい
う観点から、繊維利用との関連で考える必要がある。主要繊維分解菌はすべてメタン生
成の基質となるH2と（または）ギ酸を生成し、メタン菌がこれらを消費してくれないと
繊維の消化が悪くなると考えられるからである。従って、繊維分解菌も含めた微生物全
体の発酵機能を低下させずにメタン牛成を減少させる必要があるが、そのためには、直
接メタン菌を抑制するのではなく、メタン生成の基質であるH2とギ酸の生成を抑える
必要がある。第1部では、H2とギ酸の生成と消費について検討し、その制御によるメ
タン生成の制御について考察した。
　第1章では、ルーメン内におけるギ酸の消長について調べた結果、ルーメン内ではギ
酸の生成能よりも消費能の方が高く、ギ酸の殆どがメタンに代謝されることが明らかに
なった。メタン菌はギ酸脱水素酵素（FDH）を持ち、自身でギ酸をH2に転換した後にメ
タンに転換することが判明した。また、メタン菌以外にもFDHを持つ菌が存在し、そ
のような菌の数を増加させることができれば、メタン生成を減らすことができるであろ
う。
　第2章では、ギ酸の生成を抑制すればメタン生成が減少すると考えられるので、ル
ーメン微生物におけるギ酸の生成経路について調べた。ルーメンにおけるギ酸生成の主
要な経路はピルビン酸・ギ酸開裂酵素（PFL）反応であると考えられたが、この経路以外
に、グリオキシル酸回路に関連した有機酸からもギ酸が生成されることが確認された。
この中でも、シュウ酸は植物体に多く含まれているので、シュウ酸からのギ酸生成を抑
制すればメタンの減少にっながると考えられた。
1
　第3章では、フマル酸からコハク酸への還元反応にH2やギ酸を消費させればメタン
が減少すると考えられることから、この問題について検討した。ルーメン微生物混合系
にフマル酸を添加したところ、メタン生成が減少しただけでなく、プロピオン酸の生成
が増加した。Fibrobacter　su　ccin　ogenes、　Se・le・n・om・on・as　rum　in　an　tium　subsPP・
rμ脚加αη伽脚、Se　lenom　on　as　rum　in　an　tium　subSPP．　Zαα’壇加、　Ve　illon　e　lla　parv　u　la
およびWo　llin　e　lla　s　u　ccin　o　genesはフマル酸を最終電子受容体としてH2を酸化したが、
H2に対する親和性はこれらの菌よりもメタン菌の方が高かったので、菌数が等しい場
合には、メタン菌との競合では不利となると考えられる。しかし、ギ酸に対する親和性
は、F．　SU　ccin　oge　nes、　V．、ρarVU　laおよびW．　succin　ogenesの方が、メタン菌よりも
高かったので、フマル酸利用菌の方が有利にギ酸を利用できると考えられた。
　第4章では、ルーメン菌のフマル酸還元酵素について調べた。フマル酸を電子受容体
とする菌のうち、H2を電子供与体として利用できる菌のグループと、利用できない菌
のグループに分けて比較したところ、前者のグループの菌の方がフマル酸還元酵素含
量が高く、しかもフマル酸の存在により酵素合成を高める能力が高かった。従って、ルー
メン内のフマル酸還元において、H2を利用できるグループの菌の方がH2を利用でき
ないグループの菌よりも大きく寄与すると考えられた。
　フマル酸を外部から供給しないで、ルーメン内のフマル酸還元反応を増加させるため
には、ルーメン微生物における糖からのフマル酸生成を増加させることが考えられる。
このため、第5章では、ルーメン内の主要プロピオン酸生成菌であるS．lactilyticaにお
けるフマル酸生成経路への切り替えの調節機構について調べた。s．　lactily　t　icaの発酵経
路において、ホスホエノールピルビン酸（PEP）はPEPカルボキシキナーゼ（PCK）によ
り、オキサロ酢酸（OAA）となり、プロピオン酸生成に用いられるか、またはピルビン
酸キナーゼ（PYK）によってピルビン酸に転換される。このため、本菌のプロピオン酸
生成はPCKとPYKの両方の活性により左右されると考えられる。　PYKは構成酵素で
あり、フルクトースー1，6一ビスリン酸（FBP）とPEPによって活性化されるが、リン酸
はPYKを阻害するので、菌体内のPYK活性はFBP濃度に依存すると考えられた。－
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方、PCKは、エネルギー供給に応じて転写レベルで合成が調節される誘導酵素である
ことが判明した。PCK遺伝子（ρck）の転写制御機構を更に解明し、その調節機構を改
良すれば、S．　lacti！yticaのプロピオン酸生成を増強させることができると思われた。
　メタン生成を減少させるための電子受容反応系として、硝酸からアンモニアに至る硝
酸還元反応系も重要である。この反応には、電子供与体として乳酸が効果的に働くので、
ルーメン内の乳酸生成を増強する必要がある。しかし、ルーメン内での過度の乳酸の蓄
積はルーメンアシドーシスをもたらすため、適度に乳酸を生成させることが極めて重要
となると思われる。ルーメン内の主要乳酸生成菌である、St　reptOCO　CCUS　bOV　tsは、ルー
メンアシドーシスの進行に大きく関与すると考えられるので、本菌の乳酸生成の制御は
重要であると考えられる。s．　bovisの発酵において、発酵産物中の乳酸生成の割合は解
糖経路の分岐点であるピルビン酸が乳酸脱水素酵素（LDH）により乳酸に転換される方
向に流れるか、またはPFLによりアセチルーCoAとギ酸に転換される方向に流れるか、
という2方向への代謝の流れの振り分けによって決まる。そこで、第2部ではS．bovis
のLDHとPFLの性質と合成の調節について調べ、本菌の発酵経路の調節について検
討した。
　第1章では、低pH耐性が異なるバクテリアを用いて、低pH耐性と乳酸生成能との
関係を調べた。概して、低pHに対する耐性が高い菌は乳酸の生成割合が高く、また低
pHで乳酸生成を増大させる能力が高いという結果が得られた。菌体内のLDH量と乳
酸の生成割合との間には、大体の平行関係があり、低pH耐性を持つ菌ほど、低pHで
の培養によりLDH含量を大きく増大させた。さらに、低pH耐性菌のLDHの方が、
低pHで高い活性を持つことが示された。即ち、乳酸生成は菌体内のLDH量とその性
質によって大きく左右され、低pHでの増殖能と関連することが示された。
　第2章では、LDH遺伝子（tdh）の塩基配列を解析し、菌株間の違いを比較したが、
菌株間で大きな違いはなかった。また、菌体内pHの変化に応じて転写レベルでLDH
合成が調節されていることが示唆された。
　第3章では、S．　bov・isのPFLについて解析し、本菌のPFLは、　Es・ch・e・rich・ia　c・liの
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PFLと同様に、酵素自体がラジカルを有し、翻訳後に電子を受容してラジカルになる
と考えられた。本酵素の制御にはPFLの合成の調節以外に、　PFLのラジカル化（活性
化）の調節も必要であろう。S．　bovisのPFL活性は菌体内のジヒドロキシアセトンリン
酸（DHAP）およびD一グリセルアルデヒドー3一リン酸（GAP）濃度によって阻害され、
DHAPおよびGAP濃度はエネルギー供給状態に応じて変動するので、菌体内のPFL
活性はエネルギー供給状態に依存して、変動すると考えられた。また、PFL遺伝子
ψ∫りの塩基配列を解析し、ラジカル形成部位、触媒部位がS．　bovisのPFLにも保存さ
れていることを明らかにした。
　第4章では、グルコース制限またはアンモニア制限条件下で連続培養を行ったところ、
pH　6．9で培養した場合には、　pfl－mRNA量は増殖速度の増加と共に減少し、グルコー
ス供給量の増加によっても減少した。これとは逆に、ld　h－mRNA量は増殖速度の増加
と共に増加し、グルコース供給量の増加によっても増加した。培養時のpHを6．9から
4．5に変えたところ、菌体内のpfl－mRNA量は減少し、　ldh　一　m　RNA量は増加した。こ
れらのmRNAの量は、菌体内のPFLタンパク量およびLDHタンパク量の変動、また
ギ酸と乳酸の生成量の変動と平行関係にあった。以上の結果から、s，　bov・isは増殖条件
に応じて転写レベルでPFLとLDHの合成を調節すると考えられた。
　第5章では、S．　bov・isにおけるLDHとPFLの調節に及ぼす解糖系中間体、アデニ
ンヌクレオチド、およびピリジンヌクレオチドの影響を調べた。糖の種類を変えた場合、
および培養はpHを変えた場合、菌体内のFBP濃度の変化はLDH量、および
tdh－mRNA量の変化と平行関係にあったが、菌体内のアデニンヌクレオチド濃度およ
びNADH／NAD＋比とtdh－mRNA量の間には相関関係はなかった。　S．　bovisにPJ．　coli
のFBPアルドラーゼ遺伝子を導入し、過剰発現させたところ、親株に比べて菌体内
FBP濃度が低下し、　LDH量およびldh－mRNA量も減少した。しかし、　PFL量および
pft－　m　RNA量は親株と差がなかった。以一ヒの結果から、　S．　bov・isのldh－mRNAの転写
は、菌体内のFBP濃度の影響を受ける可能性があり、またLDHとPFLは異なる転写
制御を受けると思われる。
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